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NOUVEAU PEPTIDE INTERAGISSANT AVEC LES PROTEINES 
ANTI-APOPTOTIQUES DE LA FAM1LLE Bcl-2 

La presente invention concerne un nouveau peptide interagissant avec Bcl-XL et/ou Bcl-2 
et/ou Bcl-W, ainsi que les methodes de criblage permettant d'identifier des molecules 
5 capables de moduler cette interaction. 

La plupart des processus biologiques impliquent des interactions proteines-proteines. Un 
des objectifs fixes par la proteomique est la realisation d'une carte de ces interactions. 
Celles-ci, impliquees dans la plupart des mecanismes de transductions de signal, sont des 
cibles de choix dans Telaboration d'un medicament. 

10 II existe de nombreuses methodologies permettant d'identifier des interactions proteiques. 
Une des plus repandues est le systeme du double hybride initialement developpSe et decrite 
par Fields et al. (US 5,283,173; US 5,468,614; US 5,667,973). 

Ce systeme consiste a la base en un test in vitro entre deux proteines recombinees. La 
premiere appelee proteine « appat » est une proteine chim6rique fusionnee a un domaine de 
15 liaison de l'ADN (DNA binding domain/BD) capable de se Her en amont d'un gene 
reporter. Les domaines de liaison couramment utilises sont ceux de Gal4 ou E.coli Lex A. 
La seconde proteine est egalement une proteine chimerique communement appelee 
«proie» qui contient un domaine d'activation (activation domain/AD), en general 
provenant de Gal4. 

20 Cependant, ces methodes conventionnelles ont leurs limites. II est par exemple bien connu 
que de tels criblages peuvent conduire a des faux positifs et/ou faux negatifs et des 
confirmations biochimiques des resultats obtenus sont necessaires. 

Une technique plus performante permettant de minimiser les faux positifs ou negatifs est 
decrite dans la demande de brevet W09942612 et utilise des levures haploi'des 
25 recombinantes contenant les proteines « appat » et « proie » . Ce systeme permet la 
detection d'un plus grand nombre de « proies » a partir d'un « appat », de fa9on plus 
precise, plus reproductible et plus sensible que les autres methodes conventionnelles 
utilisees dans le domaine. 
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L'apoptose est un processus de mort cellulaire jouant un role crucial chez les organismes 
pluricellulaires. H existe en effet deux formes de mort cellulaire : la necrose et Papoptose. 
La necrose se rencontre lors de lesions tissulaires : les cellules gonflent, conduisant h la 
5 fuite des constituants cellulaires puis k la lyse de la cellule, ce qui provoque une 
inflammation des tissus alentours. 

Au contraire, Papoptose est un processus physiologique programme et regule, dont on ne 
peut sous estimer P importance puisque environ 10 9 de nos cellules meurent tous les jours 
par ce mecanisme. De nombreuses pathologies sont reliees a une deregulation de 
10 Pequilibre existant entre la croissance, la survie et la mort cellulaire. 

On peut citer en particulier les maladies autoimmunes, certaines maladies neurologiques et 
les cancers. 

Maintenir une cellule en vie ou programmer sa mort necessite au moins dix families de 
prolines differentes, parmi lesquelles la famille Bcl-2 joue un role majeur. Cette famille 
15 contient environ vingt proteines parmi lesquelles Bcl-2, Bcl-XL et Bcl-W, proteines anti- 
apoptotiques favorisant la survie de la cellule, a Pinverse de Bax, Bak et Bid qui sont des 
proteines pro-apoptotiques. Au cours de Papoptose, il semblerait que les membres de la 
famille Bcl-2 modifient leurs interactions avec leurs partenaires de fa9on a induire des 
changements irreversibles dans la cellule conduisant a la mort cellulaire. 

20 II est ainsi essentiel de pouvoir identifier des molecules capables de modifier ces 
interactions pour obtenir de reels candidats medicaments efficaces dans les pathologies 
impliquant des deregulations de Papoptose, notamment les maladies autoimmunes, 
certaines maladies neurodegeneratives et les cancers. 

La demanderesse a presentement identifie un nouveau peptide interagissant avec les 
25 proteines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2, et plus particulierement Bcl-2, Bcl-XL et 
Bcl-W. 

Ce peptide de 22 acides amines correspond au domaine pr6cis d'interaction avec les 
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proteines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 et plus particulterement Bcl-2 et/ou Bcl-XL 
et/ou Bcl-W, et possede les entires structuraux typiques d'un motif «BH3 », domaine 
d'interaction permettant la formation d'homo- ou d'h6terodim6res. 

La faible taille de ce peptide en fait un candidat ideal pour l'elaboration d'un test 
5 permettant le criblage hautement efficace de molecules capables de moduler les 
interactions entre ces prot&nes. 

On trouve dans la litterature de nombreux tests de criblage de modulateurs d' interactions 
proteines-proteines mais ils presentent souvent des limites quant k leur sensibilite et leur 
faisabilite a haut dSbit Les m6thodes couramment utilisees necessitent la mise en ceuvre 
10 d'outils complexes (interactions entre proteines de fusion, entre proteines 
recombinantes...) peu compatible avec un criblage a haut d6bit. Elles generent le plus 
souvent un bruit de fond important et sont peu fiables d'un point de vue quantitatif : elles 
presentent une fenetre de lecture reduite ne permettant pas un criblage optimal des 
molecules test6es. 

15 La demanderesse a au contraire elabore un test de criblage hautement efficace base sur la 
polarisation de fluorescence (Owicki J.C. et ah, Journal of Biomolecular Screening, 5, 
2000, 297-306). Cette technique permet par exemple de mesurer l'interaction entre un 
ligand marque avec un fluorophore et un rScepteur. Le principe consiste a mesurer une 
augmentation de la polarisation de fluorescence emise par le ligand fixe a son recepteur 

20 comparee a celle 6mise par le ligand libre. La polarisation de fluorescence du ligand libre 
est dependante de son poids moleculaire et sera d'autant plus importante que le poids 
moleculaire dudit ligand sera eleve. Ainsi lorsque ce test est realise avec un ligand de fort 
poids moleculaire, ayant une forte polarisation de fluorescence intrinseque, il sera difficile 
d'apprecier de fa9on fiable la difference de polarisation de fluorescence entre le ligand libre 

25 et le ligand fixe. L'utilisation d'un ligand de taille reduite permettra au contraire 
d'exacerber cette difference, et par consequent d'augmenter la precision de l'essai. II sera 
ainsi possible de mieux evaluer la reelle activite d'une molecule, et d'effectuer ces 
criblages a haut d6bit. 
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Plus particulierement, la presente invention conceme le peptide comportant la sequence 
d'acides amines decrites dans SEQ. ID. NO.l ainsi que ses variants fonctionnels. 

Par « variants fonctionnels », on entend tous fragments ou mutants ponctuels du peptide 
d6crit dans SEQ. ID. NO.l capables d'interagir avec les prot&nes anti-apoptotiques de la 
5 famille Bcl-2 et plus particulierement Bcl-2 et/ou Bcl-XL et/ou Bcl-W. 

Ce peptide a 6te identifie par la methode du double hybride en utilisant Bcl-XL, Bcl-W et 
Bcl-2 en tant que proteines «appats». Trois banques de cDNA humains (placenta, 
cerveau, lignee cellulaire CEMC7) ont ete criblees, et ont permis T identification de 
fragments « proies » correspondants a des sequences partielles de la sequence HC21ORF80 
10 (Numero d' Accession NM_015227). 

II a et6 ensuite determine experimentalement par la technique du double hybride qu'un 
fragment de cette sequence est necessaire et suffisant pour obtenir l'interaction avec Bcl- 
XL et/ou Bcl-2 et/ou Bcl-W, et correspond au fragment de 22 acides amines decrit dans 
SEQ. ID. NO.l. 

15 L'interaction avec les proteines Bcl-2, Bcl-W et Bcl-XL a ete validee par des techniques 
biochimiques (co-immunoprecipitation, GST pull-down) et Factivite biologique de ce 
peptide a pu dtre confirmee par transfections et/ou microinjections dans des cellules ou il a 
ete montre qu'il induisait Tapoptose. 

La presente invention conceme egalement les sequences d' acides nucleiques deduites selon 
20 le code genetique de la sequence d'acides amines decrite dans SEQ. ID. NO.l ainsi que de 
celles des variants fonctionnels decrits precedemment. 

Plus particulierement, l'invention conceme la sequence d'acide nucleique SEQ. ID. NO.2 
codant pour le peptide decrit dans SEQ. ID. NO.l. 

Par « sequences d'acides nucleiques », il doit etre compris une sequence nucleique isolee 
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de son contexte naturel. II s'agit notamment de sequences isolees, amplifiees et/ou 
purifiees et eventuellement modifiees par genie gSnetique. 

L'invention concerne aussi un vecteur recombinant comprenant une sequence d'acide 
nucleique selon ^invention. 

Par « vecteur », il faut comprendre tout type de vecteur permettant T introduction de la 
sequence d'acide nucleique dans une cellule-hote et Fexpression du polypeptide. 
La vecteur recombinant selon Tinvention est caracteris6 en ce qu'il comprend les 
sequences d'ADN necessaires a Texpression des peptides selon l'invention et plus 
particulierement du peptide decrit dans SEQ. ED. NO.l. 

On peut citer en particulier les vecteurs derives des plasmides bacteriens, les 
bacteriophages, les plasmides et chromosomes de levure, les virus. . . 

L' invention porte aussi sur les cellules-hotes transformees par les vecteurs recombinants. 
Ces cellules sont preferentiellement des bacteries ou des cellules eucaryotes. On peut citer 
a titre d'exemple Escherichia coli, les levures, les cellules d'insectes ou de mammiferes. 

L'invention porte par ailleurs sur un procede de criblage d'agents capables de moduler 
1'interaction entre les peptides selon Tinvention et plus particulierement le peptide d6crit 
dans SEQ. ID. NO.l, et des proteines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 et plus 
particulierement Bcl-2, Bcl-W et Bcl-XL. Les agents modulateurs de ces interactions seront 
avantageusement des molecules synthetisees chimiquement ou issues de banques de 
produits. 

Le procede de criblage selon V invention contient les etapes suivantes : 

a) la preparation d'un peptide selon Tinvention marque avec un marqueur de 
fluorescence ; 

b) Tincubation avec le compose a tester ; 

c) Pajout de la proteine de fusion contenant la proteine anti-apoptotique ; 

d) la mesure de la polarisation de fluorescence. 
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L'invention concerne en particulier le proc&te de criblage de molecules capables 
d'inhiber Pinteraction entre le peptide et la proteine anti-apoptotique, comprenant les 
etapes suivantes : 

a) la preparation du peptide selon Pinvention marque avec un marqueur de 
fluorescence ; 

b) T incubation ou non avec le compose a tester ; 

c) Pajout de la proteine de fusion contenant la proteine anti-apoptotique ; 

d) la mesure de la polarisation de fluorescence avec et sans le compose a tester ; 

e) la selection des molecules pour lesquelles P augmentation de la polarisation de 
fluorescence observee avec le compose a tester est significativement infSrieure a 
celle observee sans le compose a tester. 

L'invention concerne en particulier le precede de criblage de molecules capables 
d'augmenter Pinteraction entre le peptide et la proteine anti-apoptotique, comprenant 
les etapes suivantes : 

a) la preparation du peptide selon l'invention marque avec un marqueur de 
fluorescence ; 

b) r incubation ou non avec le compose a tester ; 

c) Pajout de la proteine de fusion contenant la proteine anti-apoptotique ; 

d) la mesure de la polarisation de fluorescence avec et sans le compose a tester ; 

e) la selection des molecules pour lesquelles P augmentation de la polarisation de 
fluorescence observee avec le compose a tester est significativement sup&ieure a 
celle observee sans le compose a tester. 

Selon un mode de realisation prefere des precedes prec6demment decrits, le marqueur 
de fluorescence sera par exemple Oregon Green, Bodipy ou la fluoresceine, et plus 
particulierement la fluoresceine. 

Le peptide selon P invention utilise dans les precedes de criblage sera 
preferentiellement le peptide decrit dans SEQ. ID. NO.l. 
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Avantageusement, les proceeds selon l'invention seront realises avec les proteines anti- 
apoptotiques de la famille Bcl-2 et plus particulterement Bcl-2, Bcl-W et Bcl-XL. 

Par consequent, l'invention porte aussi sur Tutilisation des peptides selon l'invention pour 
le criblage selon les procedes de l'invention de molecules actives capables de moduler 
5 1'apoptose. 

Plus particulierement, l'invention conceme l'utilisation des peptides selon l'invention pour 
le criblage selon les procedes de Finvention de molecules utiles dans le traitement des 
pathologies impliquant une deregulation de 1'apoptose. 

L'invention concerne done l'utilisation des peptides selon l'invention pour le criblage selon 
10 les procedes de l'invention de molecules utiles dans le traitement des maladies 
autoimmunes, de certaines maladies neurologiques et des cancers. 

DESCRIPTION DES FIGURES 

Figure 1 : "GST-Pulldown" GST-Bcl-XL + TBid avec competition par le peptide decrit 
dans SEQ. ID. NO.l. 

15 Figure 2 : Determination du Kd du peptide decrit dans SEQ. ID. NO.l pour Bcl-XL 
Figure 3 : Determination du Kd du peptide decrit dans SEQ. ID. NO.l pour Bcl-W 

Les exemples suivants illustrent l'invention et ne la limitent en aucune fa?on : 

EXEMPLE 1 : Identification du peptide decrit dans SEP. ID, NO.l 

Trois banques de cDNA humains ont ete criblees (placenta, cerveau, lignee cellulaire 
20 CEMC7) par la technique du double hybride (Fields et col.) chez la levure en utilisant le 
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protocole de conjugaison (Legrain et col., Nature Genetics, 1997, 16, 277-282). 



1) Preparation des « apyats » et « proies » 

a) Les « appats » utilises sont : - Bcl-XL delete de son extremity C-terminale (1-209) 
fusionnee au domaine de liaison a PADN LexA 

5 - Bcl-2 d&etee de son extr&nite C-terminale (1-211) 

fusionnee au domaine de liaison a I'ADN LexA. 

lis sont exprimes dans Saccharomyces cerevisiae (CGI 945 ou L40AGal4) et mis en 
preculture a 30°C dans un milieu synthetique depourvu de tryptophane (DO-Trp) 
jusqu'a obtention d'une DO 60 0n m comprise entre 0,1 et 0,5. Cinquante ml d'une 
10 dilution de cette preculture (D0 6 oonm =0,006) sont incubes a 30°C pendant une nuit. 

b) Une collection de levures contenant les plasmides exprimant les banques de cDNA 
fusionnes au domaine d' activation de la transcription Gal4 est obtenue par 
transformation apr6s selection sur un milieu depourvu en leucine (DO-Leu). Ces 
levures sont aliquotees et conservees a -80°C. 

15 2) Coniu^aison 

La conjugaison est realisee avec un ratio « appat »/ « proie » egal a 2. 
Une quantity de cellules de « levure-appats » obtenues au stade l)a) correspondant a 50 
unites D0 6 oonm est melangee aux « levure-proies » obtenues au stade l)b). Apr^s 
centrifugation, le culot est resuspendu dans un milieu YPGlu, etale sur des boites de 

20 culture YPGlu et incube 4 heures 30 a 30°C. La selection des levures conjuguees 

contenant un « appat » et une « proie » capables d'interagir ensembles est realisee sur 
un milieu DO-Leu-Trp-His : Tabsence de leucine et de tryptophane permet de 
maintenir une pression de selection ne permettant qu'aux levures contenant les deux 
types de plasmides (« appats »/« proies ») de se developper ; Tabsence d'histidine dans 

25 le milieu permet de selectionner les levures conjuguees contenant un plasmide « appat » 

et un plasmide « proie » capables d'interagir ensembles: cette interaction permet 
d'activer le gene HIS3 codant pour une enzyme impliquee dans la biosynthese de 
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Thistidine. 

3) Identification des clones positifs 

Les fragments «proie » d'une colonie de levures selectionnees selon 2) sont amplifies 
par PCR a partir d'un lysat brut de cette colonie, en utilisant des amorces sp6cifiques 
du vecteur « proie » : 

ABS1 5 * -GCTTTGGAATC ACT AC AGG-3 ' (SEQ. ID. NO. 3), 
ABS2 5 * -C ACG ATGC ACGTTG AAGTG-3 * (SEQ. ID. NO. 4). 

Les produits de PCR sont ensuite sequences et les sequences obtenues sont identifiees 
par comparaison avec des banques de donn£es. 

Parmi les clones positifs obtenus, des fragments de 300 acides amines environ ont pu 
etre identifies comme 6tant des sequences partielles de la sequence HC21ORF80 
(Numero d' Accession : NMJU5227). 

4) Identification du peptide decrit dans SEP. ID, NO. 1 

Des experiences de double hybride realisees selon les stades 1), 2) et 3) precedemment 
decrits a partir de plus petits fragments de la sequence HC21ORF80 ont permis 
d'identifier un petit peptide de 22 acides amines comme 6tant necessaire et suffisant 
pour obtenir l'interaction avec Bcl-XL et/ou Bcl-W et/ou Bcl-2 : Asp-Thr-Arg-Arg- 
Ser-Met-Val-Phe-Ala-Arg-His-I^u-^ (SEQ. 
ID.NO.l). 

EXEMPLE 2 : Validation de Pinteraction entre le peptide dfecrjt dans PExemple 1 et 
Bcl-W et/ou Bcl-XL et/ou Bcl-2 

/; GST « pull-down» 

L'interaction entre le peptide obtenu dans l'Exemple 1 et Bcl-W et/ou Bcl-XL et/ou 
Bcl-2 est validee par mesure du d6placement de l'interaction entre une proline a motif 
« BH3 » Bid et la proteine de fusion GST-Bcl-XL, GST-Bel- W ou GST-Bcl-2. 
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a) Synthese de Bid radiomargu6e 

La proteine marquee est obtenue en utilisant le kit TNT Quick Master (Promega). 
Quarante |il de melange TNT sont incubes pendant 90 minutes a 30°C avec 2 ^tl 
(equivalent a 20 |xCi) de 35 S-m6thionine (Amersham), 1 |ig d' ADN plasmidique codant 
pour Bid et de Teau en quantity suffisante pour atteindre un volume de 50 
Le nombre de finoles/ jjlI de proteine radioactive produite est calcule a partir du nombre 
de methionines dans la proteine. 

b) GST « pull-down » 

Quatre finoles de proteine Bid radioactive sont incubees a 4°C pendant 3 heures avec 
3 fig de la proteine de fusion glutation-S-transferase-Bcl-XL (GST-Bcl-XL) ou 
glutation-S-transferase-Bcl-2 (GST-Bcl-2) ou glutation-S-transferase-Bcl-W (GST-Bcl- 
W) ou GST seule dans 300 \xl de tampon de liaison (142 mM KC1, 5 mM MgCl 2 , 10 
mM tampon Hepes, 0,5 mM DTT, 1 mM EDTA, inhibiteur de proteases, pH 7,4) et 
0,4% de Triton XI 00. Les billes de « glutathione sepharose 4 fast flow » (Amersham) 
sont lavees 3 fois dans le tampon de liaison et remises en suspension dans ce tampon de 
fa?on a obtenir une solution a 50%. 20 jal sont ajoutes a chaque Schantillon et incubes 
sous rotation a 4 °C pendant 1 heure. Les billes sont ensuite lavees 3 fois dans le 
tampon de liaison, puis 25 \x\ de tampon 2x SDS, Laemmli (Sigma) sont ajoutes. Les 
echantillons sont places 5 minutes a 95°C puis deposes sur un gel a 12% Tris-Glycine 
(Invitrogen). Apr&s Slectrophorese, le gel est ensuite incube dans une solution de 
sechage (Invitrogen) pendant 30 minutes, puis seche pendant 150 minutes a 70°C. Les 
proteines radioactives sont revelees par exposition d'un film Kodak BioMax MS-1 
(Sigma). Pour effectuer le test de competition avec le peptide a tester, celui-ci est ajoute 
a la solution initiale avec des concentrations allant de 5 a 20 ^M. 

c) Resultats 

Lorsqu'on ajoute a la solution initiale le peptide obtenu dans TExemple 1, le signal 
autoradiographique de Bid disparait. Ce resultat montre que le peptide obtenu dans 
TExemple 1 inhibe Tinteraction entre Bcl-W et Bid, entre Bcl-XL et Bid et entre Bcl-2 
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et Bid. 

A titre d'exemple, le r6sultat obtenu entre Bcl-XL et Bid est rapporte dans la Figure 1. 

2) Polarisation de fluorescence : Determination du K± de V interaction entre le peptide 
obtenu dans VExemple 1 et la proteine antiavoptotique 

Une solution contenant 15 nM du peptide obtenu dans l'Exemple 1 marque a la 
fluoresceine a l'extremite N-terminale est melangee a une solution contenant la 
proteine de fusion GST-Bcl-XL ou GST-Bcl-W a la concentration variant de 1 nM a 
5 \\M dans un tampon contenant Na 2 HP0 4 20 mM pH 7,4, de 1'EDTA 1 mM, NaCl 50 
mM, de l'acide pluronique F-68 0,05%. La polarisation de fluorescence est ensuite 
mesuree par l'appareil En Vision (Packard Perkin-Elmer). 
Les resultats obtenus sont rapportes dans les Figures 2 et 3. 

Resultats : Une augmentation significative de la polarisation de fluorescence est 
observee lorsque le peptide obtenu dans l'Exemple 1 est incube avec les proteines de 
fusion contenant Bcl-XL et Bcl-W attestant de sa fixation sur ces proteines. 

Le K<i obtenu avec Bcl-XL est de 2,15.10* 7 M (Figure 2) et celui obtenu avec Bcl-W est 
de 4,11.10" 7 M (Figure 3). 

EXEMPLE 3 : Test de criblage de molecules capables d'inhiber IMnteraction entre 
Bcl-W et/ou Bcl-XL et/ou Bcl-2 et le peptide obtenu dans l'Exemple 1 

Les produits a tester sont distribues dans des plaques 384 puits (Coming Flat Bottom) a 
une concentration finale de 10 jag/ml. Un puits est rempli avec une quantite equivalente de 
tampon/solvant sans compose a tester et constituera le temoin. Le peptide obtenu dans 
l'Exemple 1 marque a la fluoresceine est ajoute dans chaque puits de maniere a obtenir une 
concentration finale de 1 5 nM. La proteine de fusion GST-Bcl-XL, GST-Bel- W ou GST- 
Bcl-2 est ensuite ajoutee de fa9on a obtenir une concentration finale de 500 nM (Bcl-XL, 
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Bcl-2) et de 1 (Bcl-W) dans un tampon contenant Na 2 HP0 4 20 mM pH 7,4, de 
l'EDTA 1 mM, NaCl 50 mM, de Tacide pluronique F-68 0,05%. La polarisation de 
fluorescence est ensuite mesuree par Tappareil En Vision (Packard Perkin-Elmer). Une 
diminution significative de la polarisation de fluorescence enregistree dans l'essai realise 
5 avec le compose k tester compare k celle obtenue sans le compose a tester (puits temoin) 
permet de conclure a une activite inhibitrice de la molecule. A Tinverse, une augmentation 
significative de la polarisation de fluorescence dans l'essai avec le produit a tester 
comparee au temoin permet de conclure a une activite activatrice de la molecule. 
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REVENDICATIONS 

1. Peptide interagissant avec les proteines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 
caracterise par la sequence SEQ. ID. NO.l : Asp-Thr-Arg-Arg-Ser-Met-Val-Phe-Ala-Arg- 
His-Leu-Arg-Glu-Val-Gly-Asp-Glu-Phe-Arg-Ser-Arg. 

5 2. Peptide selon la revendication 1 interagissant avec les proteines anti-apoptotiques 
Bcl-2, Bcl-XL et/ou Bcl-W. 

3. Peptide selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce qu'il correspond a un 
fragment ou a un mutant ponctuel du peptide decrit dans SEQ. ID. NO.l . 

4. Sequence d'acides nucl&ques codant pour un peptide selon la revendication 1 
10 caracterisee par la sequence SEQ. ID. NO.2 : 

5'-GATACCCGTCGCAGCATGGTGTTTGCCAGGCACCTGCGGGAGGTGGGAGA 
CGAGTTCAGGAGCAGA -3\ 

5. Sequences d'acides nucleiques deduites selon le code genetique de la sequence 
d'acides amines selon la revendication 1 ou 2. 

15 6. Sequences d'acides nucleiques deduites selon le code genetique de la sequence 
d'acides amines selon la revendication 3. 

7. Vecteur recombinant caracterise en ce qu'il comprend une sequence d'acides 
nucleiques selon Tune des revendications 4 a 6. 



20 



8. Vecteur recombinant selon la revendication 7 caracterise en ce que le vecteur est un 
plasmide comprenant les sequences necessaires a 1' expression du peptide dans une cellule- 
hote. 
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9. Cellule-hote caracteris6e en ce qu'elle est transformee par le vecteur recombinant 
selon Tune des revendications 7 ou 8. 

10. Procede d' identification de molecules capables de moduler 1' interaction entre un 
peptide selon 1'une des revendications 1, 2 ou 3 et une proteine anti-apoptotique de la 

5 famille Be 1-2, caract6rise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) la preparation d'un peptide selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 marque avec un 
marqueur de fluorescence ; 

b) P incubation avec le compose k tester ; 

c) l'ajout de la proteine de fusion contenant la proteine anti-apoptotique de la famille 
10 Bcl-2 ; 

d) la mesure de la polarisation de fluorescence. 

11. Procede d'identification de molecules capables d'inhiber Finteraction entre un 
peptide selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 et une proteine anti-apoptotique de la 
famille Bcl-2, caracteris6 en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

15 a) la preparation d'un peptide selon 1'une des revendications 1 ou 2 marquS avec un 

marqueur de fluorescence ; 

b) l'incubation avec ou sans le compose a tester ; 

c) l'ajout de la proteine de fusion contenant la proteine anti-apoptotique de la famille 
Bcl-2 ; 

20 d) la mesure de la polarisation de fluorescence ; 

e) la selection des molecules pour lesquelles 1' augmentation de la polarisation de 
fluorescence observee avec le compose a tester est significativement inferieure a 
celle observee sans le compose k tester. 

12. Procede d' identification de molecules capables d'augmenter l'interaction entre un 
25 peptide selon 1'une des revendications 1, 2 ou 3 et une proteine anti-apoptotique de la 

famille Bcl-2, caracterisd en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) la preparation d'un peptide selon 1'une des revendications 1 ou 2 marque avec un 
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marqueur de fluorescence ; 

b) Tincubation avec ou sans le compose a tester ; 

c) l'ajout de la proline de fusion contenant la proline anti-apoptotique de la famille 
Bcl-2 ; 

d) la mesure de la polarisation de fluorescence ; 

e) la selection des molecules pour lesquelles 1' augmentation de la polarisation de 
fluorescence observSe avec le compose k tester est significativement superieure a 
celle observee sans le compose a tester. 

13. Proc6de selon Tune des revendications 10 a 12 dans lequel la proteine anti- 
apoptotique est Bcl-2. 

14. Proced6 selon Tune des revendications 10 k 12 dans lequel la proteine anti- 
apoptotique est Bcl-XL. 

15. Procede selon Tune des revendications 10 a 12 dans lequel la proteine anti- 
apoptotique est Bcl-W. 

16. Procede selon Tune des revendications 10 a 12 dans lequel le peptide utilise est 
caracterise par la sequence SEQ. ID. NO.l. 

17. Procede selon Tune des revendications 10 a 12 dans lequel le marqueur de 
fluorescence utilise est la fluoresceine. 

18. Utilisation d'un peptide selon Tune des revendications I, 2 ou 3 pour 
Identification selon le procede d'une des revendications 10 a 17 de molecules 
modulatrices de l'apoptose. 

19. Utilisation d'un peptide selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 pour 
Identification selon le proced6 d'une des revendications 10 a 17 de molecules utiles dans 
le traitement des pathologies impliquant une deregulation de l'apoptose. 
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20. Utilisation d'un peptide selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 pour 
Identification selon le proced6 d'une des revendications 10 k 17 de molecules utiles dans 
le traitement des maladies autoimmunes, de certaines maladies neurologiques et des 
cancers. 
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Fieure 2 : Determination du K d du peptide decrit dans SEQ. ID. NO.l pour Bcl-XL 

15 nM peptide (SEQ. ID. NO. 1) 




K d = 2,15.10- 7 M 
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Fieure3 : Determination du K d du peptide decrit dans SEQ. ID. NO.l pour Bcl-W 

15 nM peptide (SEQ. ID. NO. 1) 

150 i 




log [Bcl-W] 



K d = 4,11.10" 7 M 
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i 



WO 2005/014638 



PCT/FR2004/002081 



LISTAGE DES SEQUENCES 



<110> LES LABORATOIRES SERVIER 
HYBRIGENICS 

<120> Nouveau peptide interagissant avec les proteines antiapoptotiques de la 
famille Bcl-2 

<130> Peptide-1 

<150> FR 03.09697 
<151> 2003-08-06 

<160> 4 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 22 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 1 

Asp Thr Arg Arg Ser Met Val Phe Ala Arg His Leu Arg Glu Val Gly 
15 10 15 

Asp Glu Phe Arg Ser Arg 
20 

<210> 2 

<211> 66 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 2 

gatacccgtc gcagcatggt gtttgccagg cacctgcggg aggtgggaga cgagttcagg 
60 

agcaga 
66 

<210> 3 
<211> 19 
<212> DNA 
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<213> Artificial 
<400> 3 

gctttggaat cactacagg 
19 

<210> 4 
<211> 19 
<212> DNA 
<213> Artificial 

<400> 4 

cacgatgcac gttgaagtg 
19 
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